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Verfahren zur HersteUung von konjugierter Linolsaure 



rtebiet der Erfindung 
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Die Erfindiing befindet sich auf dem Gebiet der FettsSuren md betrifft ein neues Verfahren 
zur HersteUung von konjugierter Linolsaure durch enzymatische Hydrolyse ihrer Ester. 



Rfand der Technik 

15 



Linolsauren mit konjugierten Doppelbindungen, die unter der Bezeichnung "CLA (conjuga- 
ted linoleic acid) im Handel sind, sind physiologisch aktiv und werden als Leber^tteb^u- 
satzstoffe eingesetzt. UbUcherweise geht man zur HersteUung von konjugierter LmoMure 
von Triglyceriden aus. die ttber einen hohen Anteil an - t&Uchenveise nicht-konju^erter - 
20 Linolsaure verfugen, wie beispielsweise Distel- oder Sonnenblunien5l Die Triglycende wer- 
den in Gegenwart von basischen Katalysatoren isomerisiert und glexchzeitig va^eaft Von 
Nachteil dabei ist. dass die Verseifung zum einen eine Menge unerwiinschter AbfaUstoffe 
Uefert und zudem hohe Mengen an AlkaHen erforderlich sind. was rasch 2U Koirosion m den 
Reaktoren ftihren kann. Um dies zu vermeiden, geht man in neuerer Zeit vorzugswexse von 
den LinolsaureaUcylestem aus, die zunEchst zu den CLA-Estem isomerisiert und dann versexft 
werden. Doch auch dieses Verfahren kann nicht vSllig iiberzeugen. da es ebenfaUs nut 
Nachteile behaftet ist. wie z.B. geringe Ausbeuten. drastische Reaktionsbedingungen und die 
Bildung unerwiinschter Nebenprodukte. 

30 Die Aufgabe der vorHegenden Erfindung hat folglich darin bestanden. ein Verfahren zur Her- 
steUung von konjugierter Linolsaure zur VerfUgung zu steUen. das die genannten Nachteile 
des Stands der Technik zuverlassig venneidet 
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BeschreihniiP der E rfindung 

Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur HersteUung von konjugierter linolsame, bei 
demman 

5 

(a) konjugierte LinolsSuremedrigalkylester in Gegenwart von Enzymen nut Wasser unter 
kontinuierlicher Alkoholentfemung hydrolysiert, 

(b) das Hydrolysat in eine organische und eine wassrig/alkohoKsche Phase auftrennt, und 

(c) die die konjugierte LinclsSure enthaltende organische Phase von nicht-umgesetzten kon- 
10 jugiertenlinolsaureniedrigalkylestembefireit. 
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Ubeiraschenderweise wurde gefunden, dass eine enzymatische Hydrolyse unter kontinmerh- 
;her Alkoholabtrennung zu FettsSuren fUhrt. die firei von unenvOnschten Nebenpiodukten 
^ind. Es werden hohe Ausbeuten eizielt, das Verfehren arbeitet bei milden Bedingungen und 
mit Katalysatoren, die aUe Anforderungen an die UmweltvertragUchkeit erfOllen. Erfolgt wSh- 
rend des Hydrolyseverfahrens die Alkoholentfemung kontinuierHch direkt aus dem Hydroly- 
sereaktor, erreicht man in emem Einstufenverfahren zudem eine weitaus schnellere Umset- 
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zung. 



TConiugierte TJnolsaurp niedrigalkvlester 



Als Ausgangsstoffe fiir das erfindungsgemSBe Verfahren dienen Linolsaureniedrigalkylester, 
die vorzugsweise der Formel (I) folgen. 



Ir*co-or* ® 



in der R^CO fiir den Acylrest einer LinolsSure mit konjugierten Doppelbindungen und R fiir 
einen linearen oder verzweigten Alkylrest mit 1 bis 4 Kohlenstofifetomen steht. Insbesondere 
30 werden konjugierte LinolsSuremethyl- und/oder -ethylester eingesetzt. 



Enzyme 



35 Typische Beispiele fiir geeignete Enzyme, die jedoch nicht einschrSnkend sein sollen, sind 
Lipasen und/oder Esterasen von Mikroorganismen die ausgewShlt sind aus der Gruppe, die 
gebildet wild von Alcaligmes, Aspergillus niger, Candida antarctica A, Candida antarctica 
B. Candida cylindracea. Chromobacterium viscosum. Bhizomucor miehei. Penicilium camen- 
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berti, Penicilium rogueforti. Porcine pancreas, Pseudomonas cepacia, Pseudomonas fluores- 
cens, Rhizopus javanicus, Rhizopus oryzae, Thermomyces lanugenosus sowie deren Gemi- 
schen. Bevorzugt, weil besonders aktiv, sind Lipasen und Esterasen aus den Organismen Al- 
caligenes, Candida, Chromobacterium, Rhizomucor, Pseudomonas, Rhizopus und Thermo- 
5 myces. Die Enzyme werden in der Regel als verdiinnte Suspensionen oder wassrige Konzent- 
rate eingesetzt. Die Lipasen/Esterasen konnen auch inunobilisiert auf Tragermaterial einge- 
setzt und in sogenannten "repeated batches" wiedervervendet werden. 

10 Hvdrolvse 

Die Hydrolyse der Fettsaurealkylester erfolgt vorzugsweise bei milden Temperaturen im Be- 
l^^^eich von 20 bis 80 ^C, vorzugsweise 30 bis 70 und besonders bevorzugt 35 bis 60 un- 
^^^Per kontinuierlicher Abtrennung des niederen Alkohols, also ublicherweise von Methanol bzw. 
15 Ethanol unter vennind^em Druck, wobei die bevorzugte Temperatur durch das Aktivitats- 
optimum der eingesetzten Enzyme vorgegeben wird, Als Hydrolyseverfahren eignet sich eine 
diskontinuierhche Fahrweise G3atch**), bei der ein konstanter Wassergehalt iiblicherweise im 
ereich von 30 - 70 Gew.-% im Reaktor tfber Nachdosierung von Wasser eingestellt wird. tJb- 
licherweise wird die Reaktion bei einer Temperatur von 30 bis 50 °C und einem vermindertCTi 
20 Druck von 60 + 5 mbar durchgeftihrt. Als weiteres eignet sich ein Hydrolyseverfahren in e- 
benfalls diskontinuierlicher Fahrweise, bei der Wasser kontinuierlich eingespeist wird und 
dauerhaft ein AlkoholAVasser-Gemisch entfemt („gestrippt**) wird. Ublicherweise ist der 
Wassergehalt im Reaktor bei dieser Fahrweise gering (0 bis 20 Gew.-%). Die Reaktion wird 
iiblicherweise bei einer Temperatur von 50 bis 70 °C xmd einem verminderten Druck von 60 ± 
|^^^^5 mbar durchgeftihrt. 

Aufarbeitung 

30 Im Anschluss an die Hydrolyse wird die wassrig/alkoholische von der organischen Phase ge- 
^emit und letztere aufgearbeitet, d.h. nicht umgesetzter Alkylester vom Wertprodukt entfemt. 
Je nach Dauer der Hydrolyse werden unterschiedliche Spaltraten erhalten. Die Reaktion kami 
frOh, beispielsweise schon im Bereich einer Umsetzxmg von 60 Gew. %, abgebrochen werden, 
so dass die nachfolgende Treimung von FettsSluren und FettsSureestem erfolgen muss. Sie 

35 kann jedoch auch erst bei tlber 90 Gew.-%, vorzugsweise tlber 95 Gew.-% beendet werden, 
Oder sogar bis zu > 99 Gew.-% weitergefllhrt werdm, so dass keine anschliefiCTide Abtren- 
nung mehr notwendig ist. Die Tremnmg kann destillativ oder fiber Verseifimg der freien Fett- 
sSure und anschlieBender Phasenseparation erfolgen. Eine nicht destillative Trennung von 
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freier Fettsaure und Fettsaureestem ist zu bevorzugen. Insbesondere ist aber eine komplette 
Hydrolyse der konjugierten Linolsaureester (Spaltgrad > 99 %) unter milden Reaktionsbedin- 
gungen bevorzugt, mn eine Verandenmg der Isomerenzusainmeiisetzung zu venneiden. 



• 
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Beispiele 



Beispiel 1 

5 Selektion geeigneter Lipasen. 

15 Aasatze mit jeweils 4 g konjugiertem Linolsaureethylester und 6 g Wasser in einem ver- 
schlieBbaren ReaktionsgefaB wurden bei Raumtemperatur parallel auf einer Multiriihrplatte 
geruhrt. Zu den Ansatzen werden jeweils 40 mg kommerziell erhSltliche Lipasen bzw. Ester- 
10 asen zudosiert. Nach 2 h und 22 h Reaktionszeit werden jeweils Proben genommen. Die orga- 
nische Phase enthaltend Fettsaureetiiylester und enzymatisch hydrolysierte Fettsaure wurden 
separiert und analysiert. Der Umsatz wurde tiber die Saurezahl bestimmt. Die Ergebnisse sind 
Tabelle 1 zusammengefasst. 

15 

Tabelle 1 
Eingesetzte Lipasen und Esterasen 



*■Ellzym...>/^ "■■ I'v^j 


■ ^^"-^^ •: 


Heretielliei:... •. ■ 


: SaurezaSiri 


■". iy,aisatlz';'fv.: 




22h 


■■m ■ 


22 h 


ChirazymL-10 


Alcaligenes sp. 


Roche 


21 


41 


11,5 


20,5 


Lipase A 


Aspergillus niger 


Amano 


6 


16 


3 


8 


Novozym 868 


Candida antarctica A 


Novozytnes 


5 


6 


2,5 


3 


Novozym 525 


Candida antarctica B 


Novozymes 


52 


62 


26 


30 


Lipomod 34 


Candida cylindracea 


Biocatalysts 


45 


61 


22,5 


30 


Lipase LP 


Chromobacterium viscosum 


AsabiKasei 


45 


60 


22,5 


30 


Novozym 388 


Rhizomucor miehei 


Novozymes 


8 


11 


4 


5,5 


Lipase G 


Penicilium camenberti 


Amano 


15 


38 


7,5 


19 


iLipase R 


Penicilium roqueforti 


Amano 


6 


6 


3 


3 


Lipase L115P 


Porcine pancreas 


Biocatalysts 


6 


6 


3 


3 


Lipase PS 


Pseudomonas cepacia 


Amano 


46 


57 


23 


28,5 


Lipase AK 


Pseudomonas fluorescens 


Amano 


26 


53 


13 


26,5 


Lipomod 36 P 


Rhizopus javanicus 


Biocatalysts 


21 


38 


11,5 


19 


Lipase F-AP 15 


Khizopus oryzae 


Amano 


12 


18 


6 


9 


Lipolase Tl 100 


Thermomyces lanugenosus 


Novozymes 


38 


53 


19 


26,5 



20 

Alle getesteten Lipasen und Esterasen erwiesen sich in der Hydrolyse der Fettsatureester akdv, 
Bevorzugt sind jedoch Mikroorganismen vom Typ AlcaUgenes, Candida, Chromobacterium, 
Penicilium, Pseudomonas, Rhizopus und Thermomyces. Die Reaktion ohne Entfemung von 
Ethanol reagierte imter obigen Bedingungen bis zu einem Gleichgewicht von etwa 30 Gew.-% 
25 freier Fettsaure. 
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BeisDiel 2 

Kontmuierliche Hydrolyse von kurzkettigen konjugierten Linolsauremethylestern unter 

Abstrippen von Wasser und MethanoL 

IQ einen beheizbaren Kolben wurden 400 g konjugierter Linolsauremethylester, 200 g Wasser 
und 20 g auf Polypropylen immobilisierte Candida antarctica B Lipase vorgelegt. Die Reak- 
tion wurde mit aufgesetzter DestiUationsbrucke bei einem venninderten Druck von 60 mbar 
und einer Temperatur von 60 durchgeflihrt. Wasser wurde kontinuierlich mit einer Fluss- 
rate von 0,5 mlAnin in den Kolben gepumpt Die Umsetzung der Reaktion wurde iiber Be- 
stimmung der Saurezahl verfolgt Nach Beendigung der Reaktion wurde das Reaktionsge- 
misch vom inunobiUsierten Enzym abfiltriert und die organische Phase von der wSssrigen 
^hase fiber Separation getrennt. Eine Saurezahl von 200 entsprach 100 % Umsatz. Die Ergeb- 
isse sind in Tabelle 2 zusammengefasst: 

Tabelle2 

Umsatz iinter Abstrippen von Wasser und Methanol nach unterschiedlichen ReaMonszelten 









0 


0 


0 


2 


96,4 


48.2 


8 


139,2 


69.6 


24 


189,5 


94,7 


48 


198,8 


99,4 




Nach Analyse der Saurezahl wurde eine konjugierte LinolsSure mit einem Spaltgrad von > 99 
% innerhalb von 48 h Reaktionsdauer als klaie, schwach gelblich gefSrbte Hfissigkeit erhal- 
ten. 
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Patentanspruche 



1 . Verfehren zur Hexstellimg von konjugierter linoMure, bei dem man 

(a) konjugierte Linolsaureniedrigalkylester in Gegenwart von Bizymen mit Wassa- iinter 
kontinmerlicher Alkoholentfemung hydrolysiert, 

(b) das Hydrolysat in eine organische und eine wassrig/alkoholische Phase auflrennt, und 

(c) die konjugierte Linolsaure enthaltende organische Phase von nicht-umgesetzten 
konjugierten linolsaureniedrigalkylestem befreit. 

2. Verfehren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeiclinet, dass man konjugierte Linolsaure- 
I niediigalkylester der Foimel Q) einsetzt, 

r*co-or2 

in der R^CO fiir den Acyfrest einer linolsSure mit konjugierten Doppelbindungen und 
ffir dnen linearen oder verzweigten Alkykest mit 1 bis 4 Kohlenstoffetomen steht 

3. Verfahren nach den Anspriichen 1 und/oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass man die 
Hydrolj^e mit Lipasen imd/oder Esterasen in freier oder immobilisierter Form duichfUhrt. 

4. Verfahren nach mindestens einem der Ansprilche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass 
man Lipasen und/oder Esterasen einsetzt, die ausgewShlt sind aus der Gruppe von Mikro- 
organismen, die gebildet wird von Alcaligenes. Aspergillus niger, Candida antarctica A, 
Candida antarctica B, Candida cylindracea. Chromobacterium viscosum. Rhizomucor 
miehei, Penicilium camenberti. Penicilium roqueforti, Porcine pancreas, Pseudomonas 
cepacia. Pseudomonas fluorescens, Rhizopus javanicus. Rhizopus oryzae, Thermomyces 
lanugenosus. 

5. Verfehren nach mindestens einem der AnsprOche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet^ dass 
man die Hydrolyse bd Temperaturen im Bereich von 20 bis 80 "C duichfiihrt. 

6. Verfehren nach mindestens einem der Ansprttche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dass 
man die Hydrolyse bis zu einem Spaltgrad von 60 bis 100 Gew.-% durdifQhrt. 
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Vexfahren nach mindestens einem der Ansprttche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, dass 
man wShrend der Hydrolyse im Reaktor einen konstanten Wassergehalt im Bereich von 
30 bis 70 Gew.-% im Reaktor einsteUt. 

Verfahren nach mindestens einem der Ansprttche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, dass 
man wShrend der Hydrolyse im Reaktor einen Wassergehalt im Bereich von 0 bis 20 
Gew.-% einstellt. 
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Ziisammenfassiiiig 



Vorgeschlagen wird ein Verfahren zur Herstellung von konjugierter LmolsSure, bei dem man 

5 

(a) konjugierte Linolsaureniedrigalkylester in Gegenwart von Enzymen mit Wasser unter 
kontinuierlicher Alkoholentfemtmg hydrolysiert, 

(b) das Hydrolysat in eine organische und eine wassrig/alkoholische Phase auftrennt, und 

(c) die die konjugierte LinolsSure enthaltende organische Phase von nicht-umgesetzten kon- 
10 jugierten Linolsaureniedrigalkylestein befireit. 
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